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N° 15. R. Weber, Bern. — Zur Verteilung der Mito- 
ehondrien in frühen Entwicklungsstadien von Tu- 
bifex \ 

(Aus dem Zoologischen Institut der Universität Bern.) 

1. Fragestellung 

Während für differenzierte Zellen bereits ein reiches Tatsachen¬ 
material vorliegt, wonach besondere Strukturelemente des Cyto¬ 
plasmas (Mitochondrien, Mikrosomen) entscheidend in den Zell¬ 
stoffwechsel eingreifen, sind die Verhältnisse für embryonale 
Zellen noch wenig bekannt; die Vorstellungen über die Ver¬ 
knüpfung von Stoffwechselvorgängen mit den plasmatischen 
Strukturen der sich entwickelnden Eizelle sind noch vage und 
widersprechend (Boell 1955). 

Zur Prüfung solcher Zusammenhänge dürften sich Mosaik¬ 
keime wohl gut eignen, da sie bereits sehr früh ein charakteris¬ 
tisches Anlagemuster zeigen, in welchem sich „organbildende 
Plasmen“ vielfach durch unterschiedliche Stoffwechselzustände 
kennzeichnen lassen (Kühn 1955). Auch bei Tubifex ist dieser 
Entwicklungsgang zu beobachten: Die schon im Ei abgegrenzten 
Polplasmen werden während der Furchung hauptsächlich in die sog. 
„Somatoblasten“ 2 d und 4 d, d. h. die Stammzellen des 
ectodermalen bzw. mesodermalen Keimstreifs verlagert (Penners 
1922). Dieser Vorgang kann mit Hilfe der Nadireaktion sichtbar 
gemacht werden (Lehmann 1948), was auf die Bindung von Cyto- 


1 Vorläufige Mitteilung. Eine ausführliche Arbeit wird später anderswo 
erscheinen. 
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chromoxydase an das Polplasma schliessen lässt. Nach Lehmann’s 
(1950 b ) Befunden an Zellfragmenten enthält das Polplasma sub¬ 
mikroskopisch mikrosomenartige, globuläre Partikel, erscheint aber 
im Somatoblastenstadium bereits differenziert, da in der 2 rf-Zelle 
mikrosomenartige, in der 4 d-Zelle jedoch mitochondrienartige 
Gebilde überwiegen (Lehmann & Wahli 1954). Damit wird die 
Frage nach der Entstehung der Mitochondrien aufgeworfen. 

Andererseits zeigen neuere Untersuchungen an Amphibien 
(Boell & Weber 1955) und an Echiniden (Weber unpubl.), 
dass im unbefruchteten Ei wichtige Fermente der biologischen 
Oxydation (Gytochromoxydase, Succinodehydrase) an die Mito¬ 
chondrien gebunden sind; diese Strukturen dürften also schon in 
embryonalen Zellen als Träger von Stoffwechselprozessen in Frage 
kommen. 

Es war daher naheliegend zu prüfen, welchen Strukturen des 
Polplasmas die Cytochromoxydase zuzuordnen ist und ob sich diese 
während der Entwicklung verändern. Ferner war abzuklären, in 
welcher Weise die histochemisch fassbaren Unterschiede hinsicht¬ 
lich der Cytochromoxydaseverteilung im Somatoblastenstadium 
mit der plasmatischen Struktur der Furchungszellen verknüpft sind. 

2. Methoden und Technisches 

Die vorliegende Arbeit stützt sich vorwiegend auf elektronen¬ 
mikroskopische Beobachtungen an ultrafeinen Schnitten. Im Ver¬ 
gleich zu den bisher untersuchten Zellfragmenten erreicht man bei 
Dünnschnitten ein besseres Auflösungsvermögen und ferner lässt 
sich die Häufigkeit und die Verteilung von Strukturen in der Zelle 
zuverlässiger erfassen. Die Elektronenmikroskopie ist hier histolo¬ 
gischen Methoden unbedingt vorzuziehen, da die Mitochondrien bei 
der verwendeten Präparationstechnik an ihrer spezifischen und 
reproduzierbaren Feinstruktur leicht zu erkennen sind. 

Tubifexeier (0,2—0,3 mm) und -keime wurden in ge¬ 
puffertem 1—2%igem 0s0 4 (Palade 1952) fixiert; mit einem 
Zusatz von 1,25% K-bichromat kann die Extraktion der Lipoid¬ 
kugeln verhindert werden. Die entwässerten Objekte wurden in 
einer Mischung von Butyl- und Methylmethacrylat (7: 3) einge¬ 
schlossen (Polymerisation 12—16 h bei 45° C). Für unsere Zwecke 
genügten Schnitte von 0,1—0,05 [/. Dicke (Portermikrotom); sie 
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wurden auf i% Dioxan haltigem Wasser (45—50° C) gestreckt und 
dann auf Formvarfolien aufgezogen. Um eine hinreichende Kon¬ 
trastwirkung zu erzielen, mussten die Schnitte vom Methacrylat 
(Amylacetat 15—30 min) befreit werden 1 * . 

Als wertvolle Hilfe erwies sich die auch von Lehmann (1. c) 
für entwicklungsphysiologische Versuche verwendete Methode der 
Zentrifugierung in vivo von Eiern (35% Gummi arabicum 
als Bodenschicht im Zentrifugiergläschen), womit bei 5,000 g nach 
3—5 min eine vollkommen klare Schichtung des Einhaltes erzielt 
wird. 

Zur näheren Kennzeichnung des Polplasmas wurden noch 
histochemische Reaktionen herangezogen, wovon 
nur die optimalen Bedingungen für die Fermentreaktionen erwähnt 
seien: 1. Nadireaktion (Cytochromoxydase): 0,5% oc-Naph- 
thol -f- 0,06% Dimethyl-/?-phenylendiamin-HCl in 0,03 m Phosphat¬ 
puffer (pH 7,6) mit gleichem Volumen Tubifexlösung versetzt, 
ergibt eine rasche und intensive Bläuung, die in Anwesenheit von 
5.10" 3 m NaN 3 (spezifischer Hemmstoff) ausfällt. 2. Reduk¬ 
tion von Tetrazoliumchlorid (Succinodehydrase): 
0,5 — 1% 2, 3, 5, Tri-phenyl-tetrazolium-chlorid + 0,1 m Na- 
succinat ergeben eine Rotfärbung; ersetzt man Succinat durch 
0,1 m Na-Malonat (spezifischer Hemmstoff), so unterbleibt die 
Farbreaktion. 

3. Ergebnisse 

a) Die Organisation des Polplasmas im ungefurchten Ei: 

Wir aus Abb. 1 a hervorgeht, sind im Polplasma mindestens 
drei charakteristische Strukturelemente in gleichmässiger Ver¬ 
teilung zu erkennen: 1. Zahlreiche Mitochondrien fallen 
auf durch ihre Osmiophilie, vor allem aber durch eine besondere 
Binnenstruktur (wahrscheinlich in der Längsrichtung verlaufende 
Kanälchen). In der Länge messen die Mitochondrien bis 2,5 p, 
während ihre Dicke zwischen 0,25—0,6 p schwankt. Wegen der 
geringen Schnittdicke (0,1 p!) ist die Häufigkeit der stäbchenförmi¬ 
gen Mitochondrien nur schwer zu fassen. 2. Erkennt man viele, 
meist zusammenhängende 400—70 mp, grosse Vakuolen mit 

1 Trüb-Täuber Elektronenmikroskop (U = 48 kV, J = 5 mAmp., 

Objektivblende = 70 p) des Instituts für Anorganische Chemie der Univ. 

Bern. 
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Abb. 1 . — Animales Polplasma im I/6-Stadium. 

a) Zentrale Zone: Zahlreiche Mitochondrien (M), ferner sog. «osmiophile 
Vakuolen »(oV) und Grundsubstanz. 

b) Randzone: Wenig Mitochondrien, dafür Lipoidkugeln (Lk) und Dotter¬ 
granula (Dg). 

Fixierung 1% 0s0 4 gepuffert. Weisser Strich = 2 pt. 
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Abb. 2. 

Verteilung der Polplasma-Strukturen nach Zentrifugierung im 1/6 Stadium. 

a) Grenze zwischen zentripetalen Lipoidkugeln (Lk) und Zone der « osmio- 
philen Vakuolen» (oV) mit Kern (K, Iv'). Pfeil = Richtung der Zentri¬ 
fugalkraft. 

b) Mitochondrien: granulär-stäbchenförmig mit Längskanälchen. 

c) Opakes Plasma (Grundsubstanz) vom zentrifugalen Pol mit kleinen Dotter¬ 
granula (Dg). 

Fixierung 1% 0s0 4 gepuffert. Weisser Strich 2 p. 
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osmiophilen Rändern, die ihrerseits aus kleinsten 
Partikeln (ca. 20 m 11 ) zusammengesetzt erscheinen. 3. Eine 
Grundsubstanz von vermutlich amikroskopischer 
Struktur bildet die Einbettungsmasse. 

In der Randzone des Polplasmas (Abb. 1 b) werden die Mito- 
chondrien spärlicher, dafür überwiegen ca. 1 [jl grosse lipoidhaltige 
Kugeln (teilweise extrahiert) und stark osmiophile Dotterkörner, 
die manchmal noch eine besonders strukturierte Hüllschicht 
besitzen. 

In zentrifugierten Eiern ist das oben erwähnte 
Strukturmuster des Polplasmas nicht mehr nachzuweisen (vgl. 
auch von Parseval 1922), vielmehr hat sich der Eiinhalt in zentri¬ 
fugaler Richtung folgendermassen geschichtet: Lipoidkugeln, Kern 
und osmiophile Vakuolen, Mitochondrien, grosse Dottergranula, 
opakes Plasma ev. mit kleinen (schweren ?) Dotterkörnern (vgl, 
auch Lehmann 1. c.). Es ist immerhin bemerkenswert, dass trotz 
der Verlagerung der Polplasmakomponenten ihre charakteristischen 
Strukturelemente (osmiophile Vakuolen Abb. 2 a, Mitochondrien 
Abb. 2 b und amikroskopische Grundsubstanz Abb. 2 c) in ver¬ 
schiedenen Schichten wieder nachgewiesen werden können. Dieser 
Befund spricht zum mindesten für eine erhebliche Stabilität 
dieser Strukturen und ermöglicht ihre Kennzeichnung durch 
folgende zusätzliche Methoden. 

In histologischen Schnitten erweist sich die Zone der sog. 
„osmiophilen Vakuolen“ als hochgradig basophil (Methyl¬ 
grün-Pyroninfärbung), nicht aber das opake Plasma. Man könnte 
deshalb die osmiophilen Vakuolen als eine Art von (undifferenzier¬ 
tem ?) Ergastoplasma bezeichnen. 

Die histochemischen Reaktionen an überlebenden zentrifugier¬ 
ten Eiern ergaben, dass sowohl die Nadireaktion als auch 
die Reduktion von Tetrazoliumchlorid nur in der 
Mitochondrienschicht stattfindet. Da in den Quetsch¬ 
präparaten nur an jenen Stellen prägnant blau bzw. rot gefärbte 
Granula nachweisbar sind, ist zu folgern, dass Cytochrom¬ 
oxyd a s e und Succinodehydrase in den Mitochondrien 
angereichert sind 1 . Mit andern Worten kennzeichnet die Nadi- 

1 In einer eben erhaltenen Arbeit von F. Carrano und F. Palazzo (Riv. 
Biologia, 47, 193-201, 1955, werden diese histochemischen Befunde an gleichem 
Material bestätigt. 
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reaktion nicht das Polplasma an sich, sondern nur die darin ent¬ 
haltenen Mitochondrien. Da Mitochondrien in geringer Zahl auch 
subcortical Vorkommen, dürfen sie nicht als spezifische Komponente 
des Polplasmas angesehen werden. 

b) Verteilung und Strukturtypen der Mitochondrien im Somato- 

blastenstadium: 

Da im Somatoblastenstadium neben den Mikromeren 1 a —1 d , 
besonders die Urektoderm- (2 d) und die Urmesodermzelle (4 d) 
allein nadipositiv erscheinen, war noch zu prüfen, ob dieser histo- 
chemische Unterschied auf einer verschiedenen Verteilung von 
Mitochondrien beruht. Eine solche wurde seinerzeit mit animalen 
und vegetativen Entwicklungstendenzen am Echinidenkeim in 
Beziehung gebracht (Gustafson & Lenique 1952); neuere Befunde 
von Shaver (1955) legen aber eine Überprüfung dieses entwick¬ 
lungsphysiologisch wichtigen Problems nahe. 

Die elektronenmikroskopischen Beobachtungen am Somato¬ 
blastenstadium waren insofern überraschend, als bisher in allen 
Blastomeren eindeutig als Mitochondrien anzusprechende 
Strukturen gefunden werden konnten. 

Ich beschränke mich hier auf eine Darlegung des auffälligen Un¬ 
terschiedes zwischen den nadipositiven (ectodermale und 
mesodermale Stammzellen) und den nadinegativen, 
dotterreichen Blastomeren (entodermale Stammzellen). 
Die 2 d - Z e 11 e (Abb. 3 a) enthält viele typische Mitochondrien 
in regelmässiger Verteilung (auch reichlich an der 
Peripherie), wobei zu beachten ist, dass nur die Granula- oder 
Stäbchenform vorkommt. Man findet aber auch die übrigen im 
Polplasma als typisch erkannten Strukturelemente (osmiophile 
Vakuolen, amikroskopische Grundsubstanz). Im Gegensatz dazu 
erscheinen in den entodermbildenden Blastomeren 
die Mitochondrien nur im zentralen kernnahen 
Plasmaretikulum angereichert (Abb. 3 ö), während das 
periphere Plasma von grossen Dotterschollen und Lipoidkugeln 
besetzt ist (Abb. 3 c) und nur wenige, meist subcorticale Mito¬ 
chondrien aufweist. Die kernnahen Mitochondrien zeichnen sich 
durch eine grosse F ormenvariabilität aus, wie sie 
weder im ungefurchten Ei (Abb. 2 b) noch in den nadipositiven 
Zellen in solchem Masse auftritt. Ganz extreme Typen mit Blasen (?) 

Rev. Suisse de Zool., T. 63, 1956. 
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Abb. 3. 

Verteilung der Mitochondrien im Somatoblastenstadium (2d4d). 

a) 2d-Zelle (nadipositiv): Granuläre stäbchenförmige Mitochondrien in regel¬ 
mässiger Verteilung. 

b) 4D-Zelle (nadinegativ): Zone der perinucleären Mitochondrien (pM) um 
den zentralen Furchungskern (Fk) angeordnet. 

c) Peripherie (Bm = Befruchtungsmembran) der 4D-Zelle mit Dotter¬ 
granula, links zwei subcorticale Mitochondrien. 

Fixierung 1% 0s0 4 1,25% K-biochromat gepuffert. Weisser Strich 2 
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sind in Abb. 4 dargestellt. Vielleicht handelt es sich um Prolifera- 
tions- oder Teilungsstadien, mindestens aber lässt dieses Verhalten 
auf einen besonderen physiologischen Aktivitätszustand in diesen 
Zellen schliessen. 



Abb. 4. 

Mitochondrienartige Gebilde aus 4D-Zelle. 

Bezeichnungen wie Abb. 1. 

Fixierung 1% 0s0 4 -l,25% K-bichromat gepuffert. Weisser Strich 2 p 


Somit ist für das Somatoblastenstadium der Nachweis erbracht, 
dass alle Blastomeren Mitochondrien enthalten, unabhängig davon, 
ob sie eine positive Nadireaktion ergeben oder nicht. Entscheidend 
für das Gelingen dieses histochemischen Nachweises von Cyto- 
chromoxydase ist offenbar die Anordnung der Mito¬ 
chondrien, nämlich subcortical bei positiver und perinucleär 
bei negativer Reaktion; denn die Annahme, dass Cytochromoxydase 
in den entodermbildenden Zellen fehlt, erscheint wenig wahrschein¬ 
lich. 
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4. Schlussbetrachtung 

Als wesentliches Ergebnis dieser Untersuchungen möchte ich 
die beiden folgenden Punkte besonders hervorheben: 

1. Im Polplasma des ungefurchten Tubifex-eies ist 
submikroskopisch bereits ein kompliziertes 
Muster von charakteristischen Strukturelementen nach¬ 
weisbar. In Ergänzung der ersten Befunde von Lehmann (L c.) 
müssen nun auch M i t o c h o n d r i e n als ein 
wesentlicher, nicht aber spezifischer Be¬ 
standteil in diesem „morphogenetischen 
Plasma“ betrachtet werden. Da sie oxydative Fermente 
enthalten, ist ihre Beteiligung am Zellstoffwechsel wahr¬ 
scheinlich. 

2. Am Somatoblastenstadium (2 d 4 d) vermittelt 
die Nadireaktion eine zwar hinreichende Vorstellung über die 
Verteilung der Mitochondrien, aber nicht über 
ihr Vorkommen im Keim; denn elektronenmikroskopisch 
sind auch für die nadinegativen, entodermalen Blastomeren 
Mitochondrien nachweisbar. Die Unterschiede in der histo- 
chemischen Reaktion könnten allenfalls dadurch erklärt werden, 
dass man eine qualitative Segregation von Mitochondrien 
(Reverberi 1956) annimmt. Ob dies tatsächlich zutrifft, muss 
durch quantitative cytochemische Untersuchungen an einzelnen 
Blastomeren entschieden werden. 


SUMMARY 

1. The distribution of mitochondria in the pole plasm of the 
uncleaved egg and in blastomeres of the somatoblast stage of 
Tubifex embryos has been studied by Observation of ultra-thin 
sections with the electron microscope. As fixatives 1% 0s0 4 or a 
mixture of 1% 0s0 4 and 1,25% potassium-bichromate, both 
buffered according to Palade (1952) were used. 

2. In addition to previous findings of Lehmann (1950 6), the 
pole plasm shows a rather complicated structure already before 
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cleavage with at least three constituents, namely mitoehondria, 
vesicles with osmiophilic margins and a ground substance of pro- 
bably amicroscopieal structure. In centrifuged eggs (5 min 5,000 g) 
these elements are distributed among different strata, but without 
any visual change of their individual structure. 

3. In stained sections the layer which corresponds to the 
osmiophilic vesicles is highly basophilic, and therefore might be 
considered as an undifferentiated (?) form of the so-called ergasto- 
plasm. In living eggs after centrifugation only the layer with 
mitoehondria gives specific reactions for cytochrome oxidase and 
succinic dehydrogenase. 

4. In the somatoblast embryo the prospective ectodermal and 
mesodermal cells which are characterised by a positive Nadi 
reaction contain evenly-distributed and also subcortically located 
mitoehondria. The entodermal cells which give no Nadi reaction 
also contain mitoehondria, but these are confined to the centrally 
located perinuclear cytoplasm and show a striking degree of Varia¬ 
tion in shape. The periphery of these cells is heavily charged with 
yolk granules and fat droplets, but contains only very few mito- 
chondria. 

5. The possible significance of these findings is briefly dis- 
cussed. 

Die Arbeit wurde teilweise durch Mittel aus dem ,,Schweize¬ 
rischen Nationalfonds“ unterstützt. An dieser Stelle möchte ich 
Herrn Prof. F. E. Lehmann für sein kritisches Interesse an diesen 
Untersuchungen danken. 
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N° 16. H. Kummer, Zürich. — Rang-Kriterien bei Man¬ 
telpavianen. Der Rang adulter Weibchen im Sozial¬ 
verhalten, den Individualdistanzen und im Schlaf. 

(Aus dem Zoologischen Institut und der Tierpsychologischen Abteilung 
der Universität Zürich am Zoologischen Garten.) 


1. Methode 

Das Material für die folgenden Ausführungen stammt aus 
einem Katalog sozialer Verhaltenselemente, der im Sommer 1955 
anhand der Mantelpaviangruppe im Zürcher Zoo entstand. 

N. Tinbergen schrieb 1952 in seiner „Instinktlehre“, der Ver¬ 
haltensforscher habe vor jeder andern Untersuchung an einer 
Tierart ihr Ethogramm kennenzulernen, d.h. — soweit möglich — 
ihre sämtlichen angeborenen Bewegungen. Auch dort, wo die 
Unterscheidung angeborener und erworbener Bewegungen zunächst 



